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1 要約 
 乳癌は代表的なホルモン依存性悪性腫瘍の 1つであり、女性ホルモンであるエスト
ロゲンをはじめとする全てのステロイド受容体の発現が高頻度に認められる。これま
で増殖促進因子である女性ホルモンとその受容体を標的とする内分泌療法(ホルモン
療法)が乳癌薬物療法の先駆けとなり、生存率向上に多大なる貢献をしてきた。近年
新たに受容体型チロシンキナーゼに対する分子標的治療も非常に功を奏しているが、
これらの治療標的を全て欠くタイプの乳癌は、治療抵抗性で予後不良であるため新た
な治療標的の発見と治療薬の開発が進められている。こうした中で古くは乳癌の治療
薬として用いられた男性ホルモン(アンドロゲン)に対する受容体(アンドロゲン受容
体)がこの難治性乳癌に比較的多く存在することから、乳癌におけるアンドロゲンの
作用とアンドロゲン受容体の存在意義について再び注目されつつある。乳癌に対して
アンドロゲンは概ね増殖を抑制するとされてきたが、細胞のタイプによって異なると
いう報告もあり、作用機序にはまだまだ未知な部分が多い。本研究ではアンドロゲン
と乳癌の関係性を新たに解明する上で、近年癌の「発生」や「進行」、「転移」に重要
な役割を果たすことが分かってきたマイクロ RNA という翻訳機能を持たない小さな
RNA を用いた解析方法に着目した。マイクロ RNA は幅広く遺伝子の制御に関わること
に加えて、一部ではホルモン反応性を持ち、ステロイド受容体の調節にも関わってい
る。乳癌ではエストロゲン反応性マイクロ RNA がいくつか報告されているが、アンド
ロゲンに関連したマイクロ RNAの存在は明かでない。そこでアンドロゲン受容体陽性
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乳癌培養細胞株(MCF-7)を用いて、アンドロゲンが細胞増殖に影響を及ぼしうる際に
変化を示すマイクロ RNA を解析したところ、1 つの有意な変化を示すアンドロゲン反
応性マイクロ RNA(miR-363)が特定された。これが制御しうる標的遺伝子の中に「アン
ドロゲン」、「乳癌」と関連したものを検索したところ、アンドロゲン受容体活性化補
助因子(コアクチベーター)である IQ motif and WD repeats 1(IQWD1)が見つかった。
IQWD1 は DCAF6、NRIP、ARCAP とも呼ばれ、2005 年に MCF-7 を含む種々の癌細胞で発
現が確認され、AR陽性前立腺癌培養細胞株や子宮頸癌培養細胞株で癌の増殖に重要な
役目を果たしている事が報告されている。アンドロゲンは MCF-7で前立腺癌培養細胞
株と同様に「2 相性用量反応」を示したが、IQWD1 の発現はこの反応とも関連性が示
唆された。加えてアンドロゲン受容体陽性乳癌患者の予後にも IQWD1 の発現は有意な
規定因子である解析結果となった。本結果はアンドロゲンが乳癌においてマイクロ
RNA とアンドロゲン受容体補助因子を介する作用機構をもつことを明らかにし、補助
因子の発現によるサブタイプ分類やこれを標的としたマイクロ RNAを用いた治療法の
開発が期待できると考えた。 
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2 研究背景 
乳癌では女性ホルモンがその細胞の核に局在するエストロゲン受容体（ER: 
Estrogen Receptor）やプロゲステロン受容体(PR: Progesterone Receptor)に結合す
ることにより増殖が促進する。乳癌では多くの症例で ERおよび PRの発現が認められ、
女性ホルモンが受容体に結合することや女性ホルモンの分泌を抑える事で乳癌の増
殖を抑えることが可能となり、内分泌療法(ホルモン療法)として患者の生存率向上に
大きく貢献してきた。歴史的にホルモン療法は 1896 年 Beaston により行われた女性
ホルモンの産生臓器である卵巣の摘出術に始まるが 1)、これに続いて行われたのは男
性ホルモン(アンドロゲン)を用いた治療法であった。ER、PRと同じステロイド受容体
であるアンドロゲン受容体(AR: Androgen Receptor)も乳癌に発現していることが確
認され、その存在意義が諸家により検討されてきた 2-12)。実験上もアンドロゲンは乳
癌細胞の AR を介し、主に増殖を抑制するということが支持されてきたが 13-18)、増殖
を促進するという報告も少なくない。例えばアロマターゼ変換作用を受けないアンド
ロゲンであるジヒドロテストステロン(DHT : dihydrotestosterone)が乳癌培養細胞
株 MCF-7 や MDA-MB-231 の増殖を促進するという報告や 19)、DHT の代謝産物の 17β
-diol(5 alpha A)が MCF-7 の細胞増殖を促進するという報告である 20)。更に ER、PR
の発現を欠く AR陽性乳癌培養細胞株 MDA-MB-453 では、アンドロゲンはほぼ増殖促進
的に働くとされ 21,22)、ER の発現により作用が異なるとの指摘もあり 23)、アンドロゲ
ンの作用機序には依然として不明な点が多い。その後、歴史的にはアンドロゲン製剤
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はエストロゲン受容体の拮抗剤であるタモキシフェン(TAM: tamoxifen)の登場により、
奏効率の低さと男性化というコントロール困難な副作用から徐々に用いられなくな
った 24)。現在日本ではメチルテストステロンというアンドロゲン製剤が手術不能乳癌
に対して保険適応があるものの、薬物療法のガイドラインなどでこれを推奨するもの
はない。 
近年 ER、PR に続く第 3 の有望な治療標的として、受容体型チロシンキナーゼであ
る Human epidermal growth factor receptor type2(HER2)が細胞膜表面に存在するこ
とが発見され、このシグナル伝達経路が細胞増殖促進に大きく関わっていることが判
明した。この経路を遮断しうる治療薬 (分子標的治療薬 )トラスツズマブ
(trastuzumab)が開発されると、HER2 過剰発現を示す乳癌に対しては非常に高い治療
効果をあげている。ところが、これら 3つ(ER,PR,HER2)の有効な治療標的が全て見つ
からないタイプの乳癌(トリプルネガティブタイプとも呼ばれる)が全体の 10～20%存
在し、非常にアグレッシブな性質であることが分かってきた。これまでのホルモン療
法や分子標的治療薬は有効でないため、一般的には細胞傷害性の化学療法剤が使用さ
れるが、比較的早期に抵抗性を示す特徴もある。このような背景から、新たな治療標
的の発見を目指した研究が盛んに行われているが、このタイプの一部には AR の発現
がみられ、その存在意義について再び注目が集まりつつある 25)。 
本研究ではアンドロゲンと乳癌の関係性を解明する新たな手法として、マイクロ
RNA(miRNA: microRNA)に着目することとした。MiRNA は長さ 20 から 25 塩基ほどの 1
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本鎖 RNA で、タンパク質へ翻訳されないノンコーディング(non-cording)RNA である。
MiRNA は標的となるメッセンジャーRNA(mRNA: messengerRNA)の切断またはタンパク
質への翻訳抑制というユニークな 2 つの機能をもっている 26)。近年癌をはじめとする
様々な疾患の研究において、特に遺伝子制御の機構を理解する上で幅広く利用されて
いる。乳癌でも「発生」や「進行」、「転移」における遺伝子の制御に大きな役割をも
つ miRNA がいくつか特定されている 27)。また更にステロイド受容体との関係性が徐々
に明らかにされてきており、その中には増殖促進にはたらくエストロゲンに対して発
現が変動する miRNAがあり、増殖などに関わる重要な遺伝子を標的としていることが
報告されており、エストロゲンの作用機序の解明の一助となっている 28,29)。しかし乳
癌におけるアンドロゲン反応性 miRNAはまだ報告がなく、この分析は乳癌におけるア
ンドロゲンの作用機序の解明に寄与する可能性が高いことが推測される。 
アンドロゲンは、前立腺癌の「発生」や「進行」に最も重要なホルモンであり、ア
ンドロゲン反応性 miRNAとして miR-21,miR-101,miR-125b,miR-221/222が報告されて
いる。miR-21はそのプロモーター領域(転写因子の結合する上流領域)にアンドロゲン
応答配列(ARE: androgen response element)と呼ばれる AR が結合し転写を活性化す
る部位が存在し、発現上昇作用を受けている。AR 陽性前立腺癌に高発現で、
myristoylated alanine-rich protein kinase c substrate (MARCKS)がその標的遺伝
子の 1つとされており、癌の「進行」やアンドロゲン不応性を獲得するメカニズムに
深く関わっている 30,31)。miR-125b も同様にアンドロゲンによる発現上昇作用を受け、
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細胞死(アポトーシス)促進遺伝子 Bak1 の発現を低下させることで「進行」に関わっ
ている 32)。一方で miR-101 は AR を介して発現上昇作用を受けるが、前立腺癌の「進
行」に関与するリコーム群タンパク質 Ezh2 を標的とし、浸潤能の低下や増殖抑制を
招く 33)。 
 
3 研究目的 
以上のような背景より、本研究では乳癌におけるアンドロゲン反応性 miRNA を特定
し、その標的遺伝子の中から臨床病理学的に意味を持つアンドロゲン関連遺伝子を見
つけ出すことによって乳癌での新たなアンドロゲンの作用機序を解明することを目
的とした。 
 
4 研究方法 
4-Ⅰ：培養細胞株と試料 
乳癌培養細胞株として MCF-7 を東北大学 Cell Resource Center for Biomedical 
Research より提供を受けた。乳癌培養細胞株 T-47D は American Type Cell 
Culture(Manassas, VA)より購入した。MCF-7,T-47D は ER、PRに加えて AR 陽性乳癌で
あることがすでに確認されている。細胞の培養は 10％の牛胎児血清(FBS: fetal 
bovine serum; ニチレイバイオサイエンス、東京、日本)と抗生物質ペニシリン、ス
トレプトマイシンを培養液 RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)に加えて用い
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た。アンドロゲンを添加する実験に際しては、如何なるステロイドの影響も除去する
目的で、デキストランコート・チャコール(dextran-coated charcoal)処理した 10％
の FBS(以下 DCC-FBS)とフェノール赤無添加の RPMI-1640 培養液を用い、添加する前
48 時間培養した。DHT は和光純薬工業株式会社(大阪、日本)より購入した。 
 
4-Ⅱ：細胞増殖試験 
アンドロゲンとして DHTを用いた。投与濃度は 100pMから 100nM までの公比 10 で 4
段階とし、DHTを投与しない群（コントロール）を含めて計 5つの群は 12 ウェルずつ
（各ウェルにつき細胞約 2000個）で 72 時間培養した。細胞培養はフェノール赤無添
加の RPMI-1640 に 10％DCC-FBSと抗生物質ペニシリン、ストレプトマイシンを加えた
培養液にて行った。細胞増殖抑制効果の評価には WST-8 法(Cell Counting Kit-8; 同
仁化学研究所、熊本、日本)を用いた。高感度水溶性ホルマザンを生成する新規テト
ラゾリウム塩 (Water-Soluble Disulfonated Tetrazolium Salt(WST)) WST-8 を発色
基質する方法で、WST-8 は細胞内脱水素酵素により還元され、水溶性のホルマザンを
生成する。このホルマザンの 450 nm の吸光度を直接測定することにより、生細胞数
を計測することができる。吸光度の測定はマイクロプレートリーダーBIO-RAD 
Model680で行った。 
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4-Ⅲ：RT2 miRNA PCR array 
10％DCC-FBS を加えたフェノール赤無添加の RPMI-1640 で MCF-7 を 48 時間培養後、
4-Ⅱの細胞増殖試験にて最も強い増殖変化を起こした濃度の DHTを添加する群と添加
しない群に分け、更に 24 時間培養した。各群 3 プレートずつ行い、 Trizol 
Reagent(Invitrogen)で RNAを分離した。分離した RNAはまず吸光光度計NanoDrop®(ナ
ノドロップ) ND-1000(Nano Drop Technologies, Rockland, DE, USA)で品質の確認と
定量を行い、RT2 qPCR-GradeTM miRNA Isolation Kit(MA-01)で miRNAを分離したのち、
RT2 qPCR Master Mixを添加後 RT2 miRNA First Strand Kit で first strand cDNA(相
補的 DNA(complementary DNA))を合成した。アレイはカスタムアレイ RT2 miRNA PCR 
array, Cancer(96-wells, Human (MAH102)); SABiosciences) を用い、 ABI 7500 
real-time PCR system(Applied Biosystems；東北大学医学部共通機器室)にてポリメ
ラーゼ連鎖反応(polymerase chain reaction(PCR))を行った(詳細は 4-Ⅶに記載)。測
定したデータは RT2 ProfilerTM PCR Array Data Analysisにて、補正にハウスキーピ
ング遺伝子(SNORD47)の発現値を 1とし倍率変化を計算した。  
 
4-Ⅳ：浸潤性乳管癌におけるアンドロゲン反応性 miRNA と ARの関連性の検討 
検体は 2004年に東北公済病院で手術を受けた女性患者 20症例のホルマリン固定後
パラフィン包埋した浸潤性乳管癌標本を用いた。まず標本を 8μm に薄切し、60℃の
ヒーティングスライド上で 3 時間ほど脱パラフィン化(パラフィンを解かす)し、レー
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ザ ・ーキャプチャ ・ーマイクロダイセクション(mmi CellCut、 MMI Molecular Machines 
and Industries, Glattbrugg, Switzerland)と呼ばれる光学顕微鏡下に癌のところを
選択して切除できる装置を用いて、概ね 5000個の癌細胞を採取した。PureLink miRNA 
Isolation Kit(Invitrogen)で miRNAを抽出し、RT2 miRNA First Strand Kit(QIAGEN)
で cDNA を作成し、PCR を行った。測定したデータは RT2 ProfilerTM PCR Array Data 
Analysis にて、補正にハウスキーピング遺伝子(SNORD47)の発現値を 1 とし、倍率変
化(fold change)を計算した。AR の発現については後述の免疫組織化学にて評価した。 
 
4-Ⅴ：標的遺伝子の予測と RNA干渉の検証 
植物とは異なり動物の miRNAの標的配列は不完全な相補性を持つ mRNAであるため、
標的の予測を容易にするために、いくつかのインフォマティックなアプローチが開発
されている。解析に用いられるアルゴリズムは、一般的に base-pairing rulesや cross 
species conservation conditions と呼ばれるルールに従って mRNAへの miRNAの結合
部位を同定しているが、ツールごとに予測される遺伝子の乖離が認められる事も知ら
れている。そこで本研究では 3つの異なる標的予測ツールを用い、その共通項となる
遺伝子の中から選ぶ方法を試みた。使用したのはシード配列相補性をベースにした
TargetScan(Release 5.2)、シード配列以外の配列相補性も含めた microRNA.org、熱
力学的安定性を基にした DIANA-microT(v3.0)の 3 つの miRNA 標的予測サイトである。
いずれも判定はスコア化され、順位付けが行われており、それぞれ上位 100 種類の遺
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伝子から共通なものを選んだ。更にその中で「アンドロゲン」、「乳癌」との関連性が
最低 1つは何かの報告がなされており、予後因子となりうる可能性のあるものに絞り
込んだ。以上のようにして選び出した標的遺伝子は実際に MCF-7でアンドロゲン反応
性 miRNA により発現抑制を受ける事を G-fectin(Genolution Pharmaceutical)による
導入後に real-time PCR で確認をした。陰性コントロールはスクランブル RNA 
(Genolution Pharmaceutical)を用いた。 
 
4-Ⅵ：標的遺伝子の DHTによる発現変化 
選び出した標的遺伝子のDHT添加による変動について、細胞増殖試験と同じくDHTを
100pMから100nMまでの公比10の4段階濃度でコントロール群(投与しない群)と24時間
培養と72時間培養で比較した。遺伝子の発現解析は後述のreal-time PCRにて行った。 
 
4-Ⅶ：Real-time PCR 
抽出した RNAはまず吸光光度計NanoDrop®(ナノドロップ ) ND-1000(Nano Drop 
Technologies, Rockland, DE, USA)で品質の確認と定量を行い、QuantiTect reverse 
transcription kit(Qiagen)でcDNAを合成した。Real-time PCRはLightCycler System
でFastStart DNA Master SYBR Green I(Roche Diagnostics)を用いて行った。標的遺
伝子の発現量については、ハウスキーピング遺伝子であるリボソーム蛋白質遺伝子
(RPL13A: Ribosomal protein L13a)をリファレンスとして、RPL13Aの発現に対する比
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率（％）として評価した。PCRプロトコールは初期変性：95℃・10分、変性：95℃・
10秒、アニーリング：64℃・10秒(IQWD1)、68℃・10秒(RPL13A)、伸長反応：72℃・
12秒(IQWD1)、72℃・10秒(RPL13A)の40サイクルで行った。使用したプライマーは以
下の通りである。 
IQWD1 (NM_018442): forward 5’-AACTCATGCTGGAAGAAACT-3’ and reverse 
5’-AGAACATTTAAGTGCTTGCC-3’ 
RPL13A (NM_012423): forward 5’-CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA-3’ and reverse 
5’-TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA-3’.  
 
4-Ⅷ：乳癌組織中のDHT濃度測定(LC-MS/MS) 
これまでの培養細胞での結果の妥当性を評価する目的で、ヒト乳癌組織を用いて関
連性を検討する方法として、乳癌組織中のDHT濃度と標的遺伝子の相関を検定した。
腫瘍内DHT濃度測定は過去において38症例の乳癌組織を用いてLiquid chromatography 
/ electrospray tandem mass spectrometry(LC-MS/MS)解析(あすか製薬株式会社、川
崎、日本)にて測定されたものである34)。測定方法は乳癌組織(各40mg程度まで)を1ml
の蒸留水で均質化し、100pgのDHT-2H3 (CDN Isotope, Quebec, Canada)を内部コント
ロールとして加えた後、diethyl etherにて均質化した乳癌組織よりDHTを抽出した。
分離した有機層を蒸発させた後、それらをpicolinoic anhydrideを入れた
tetrahydrofran(THF)溶液100μlとtriethylamine20μlの混合液に溶解し、Bond Elut 
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C18カラムに入れ、80% acetonitrile溶液でステロイド誘導体を溶出した。そして誘導
されたDHTをLC溶媒(Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)に
溶解した。LCとAPI4000 triple- stage quadrupole mass spectrometer(Applied 
Biosystems, Ontario, Canada)を組み合わせ、electoron spray ionizationで陽イオ
ン化し、Cadenza CD-C18カラム(3x150mm
2, 3.5μm, インタクト、京都、日本)にてク
ロマトグラフィ分離した。注入量は20μlで、mobile phaseは溶剤A(0.1%ギ酸)および
B(acetonitrile)を使用し0.4ml/minで導出し、total run時間は10分とした。初期段
階ではAとBの合剤(30:70(v/v))を使用し、注入後はB溶剤100%に4分で直線的に変化さ
せていき、3分間維持(0.05分で初期の割合に戻り、2.95分間維持)した。貯留時間は
5.8分で、イオン化環境は4.5kV、450℃とした。DHTの最少検出量は0.2pgであり、変
動係数は20%を越えなかった。 
 
本研究は東北公済病院と東北大学それぞれの倫理委員会にて承認を得ており
(Accession No. H17.8.5 及び No. 2009-203)、手術前にインフォームド・コンセント
が得られている。 
 
4-Ⅸ：患者・組織 
前述の 4-Ⅷ乳癌腫瘍内 DHT 濃度の測定は東北大学病院と東北公済病院にて 2002 年
から 2004年の間に外科的切除を受けた女性患者の中で浸潤性乳管癌 38例について過
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去に行ったもので 34)、これらの組織は一部をステロイド抽出および RNA 分離用に snap 
frozen・－80℃で保存され、免疫組織化学検索用に一部を 10%ホルマリン固定・パラ
フィン包埋処理された。今回はそれらの中で免疫組織学的検討に使用可能であった 22
例を用いた。更に臨床病理学的検討では予後追跡等が十分行われていた 1988 年から
1999 年の間に東北大学病院にて外科的切除が行われた女性患者の中で浸潤性乳管癌
98 例を用いた。使用基準はいずれの患者も手術前にその他のいかなる治療も受けてな
いものとした。98 例の平均年齢は 57.5 歳(22～81 歳)、閉経前 31 例、閉経後 67 例、
平均観察期間は 104ヶ月(1～156ヶ月)であった。 
 
4-Ⅹ：免疫組織化学 
モノクローナル抗体として ERα (ER1D5, Immunotech, Marseille, France), 
PR(MAB429, Chemicon, Temecula, CA, USA), AR(AR441, DAKO, Carpinteria, CA, USA), 
Ki-67(MIB1, DAKO, Carpinteria, CA, USA)を使用し、ポリクローナル抗体として
HER2(A0485, DAKO, Carpinteria, CA, USA), IQWD1(LS-B2046, Lifespan Biosciences)
を使用した。Ki-67は細胞増殖周期の主に G1 期、さらに S期からＭ期までの細胞の核
内に認められ、そのラベリング・インデックス(LI: Labeling Index)は細胞増殖能の
指標としてよく利用されている。MIB1 は Ki-67抗体のクローン名の一つである。免疫
染色は Histofine Kit(ニチレイバイオサイエンス、東京、日本 )を用いた
streptavidin-biotin 増幅法にて行った。ERα, PR, AR, Ki-67, IQWD1 の抗原賦活化
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には、クエン酸緩衝液を用いてオートクレーブで 120℃, 5 分の熱処理を行った。希
釈倍率はそれぞれ ERα；1/50, PR；1/30, AR；1/100, HER2;1/200, Ki-67；1/50, 
IQWD1;1/200、抗原－抗体複合体の発色には 3.3'-diaminobenzidine(DAB)溶液［1mM 
DAB,50mM Tris-HCl buffer(pH7.6), 0.006% H2O2］を使用した。ERα, PR, AR, Ki-67, 
IQWD1 は核に検出されることから、一般的に用いられる LI［陽性細胞の割合(%)］で
評価した。評価の際に、上記の因子が発現していない細胞も明確に認識する必要があ
るため、ヘマトキシリンによる核染色を施した。観測数は 1000 個以上の癌細胞にお
ける陽性細胞数を計測し、その割を算出した（％）。核内ステロイド受容体 ERα, PR, 
AR は LI 10％以上を陽性とした 35）。HER2の免疫染色は細胞膜上の HER2 蛋白の発現に
対し、染色態度に従って 4 段階(スコア)に評価した 36）。HER2 のスコア 0 は癌細胞に
染色性が得られない症例、もしくは 10％未満の癌細胞の細胞膜が陽性を示す症例、ス
コア 1 は細胞膜が不完全に染色される症例を示す。また、スコア 2 とスコア 3 は細
胞膜が明瞭に染色される症例を示し、その染色性が弱から中等度の症例をスコア 2、
強度の染色性が得られる症例をスコア 3と判定する。評価する領域としては癌の浸潤
巣のみで判定し、10％以上の癌細胞が染色された症例を陽性とする。スコア 2の場合
は更に蛍光  in situ ハイブリダイゼーション（ FISH: fluorescence in situ 
hybridization）法で HER2遺伝子の増幅を確認し、増幅の有無を評価した上、陽性陰
性の判定を追加した。Ki-67 に関してはその評価に議論の余地があるが、最近の検討
で用いられている LI 14%をカットオフとし、14%以上を高発現、14%未満を低発現とし
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た 37)。 
 
4-Ⅺ：統計学的解析・検定 
細胞増殖試験および real-time PCR の結果は、分散分析(ANOVA)ののちニューマン
－クールズ検定(Newman-keuls test)で多重比較を行った。各因子の相関性の検定は
ピアソンの相関係数の検定を用いた。相関係数 r は 0.2 未満で相関関係なし、0.2 以
上 0.4 未満でやや相関関係あり、0.4 以上 0.7 未満でかなり相関関係あり、0.7 以上
0.9 未満で強い相関関係あり、0.9 以上で非常に強い相関関係ありと判定される。生
存率の解析はカプランマイヤーの生存曲線にて表現し、統計学的にはログランク検定
を用いた。また予後解析で多変量分析はコックス比例ハザードモデルを、臨床病理学
的パラメーターとの関連性の検定はカイ 2乗検定やアンペアード T検定かウェルチの
T 検定, ピアソンの相関係数の検定で行った。すべての検定は Excel アドインソフト
StatMate Ⅲ for Windows v3.18(株式会社アトムス、東京、日本)で行い、P値が 0.05
未満を有意とした。 
 
5 研究結果 
5-Ⅰ：DHT の乳癌培養細胞株 MCF-7の増殖へ及ぼす影響 
AR 陽性乳癌培養細胞株においてアンドロゲンは増殖抑制作用を示すことが一般的
に支持されているが、今回の実験でも DHT 1nM と 10nM の 2 つの濃度でコントロール
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群(非投与群)に対して有意に増殖が抑制されていた(p<0.001)。しかし更に高い 100nM
ではその抑制効果はみられなくなった(図１)。AR 陽性乳癌培養細胞株である T-47D
にても行ったが同様の結果であった(データには示していない)。 
 
5-Ⅱ： DHT反応性 miRNAの同定 
細胞増殖試験にて最も強い増殖抑制変化を示した 10nM の DHT を添加する群と添加
しない群に分け、それぞれの PCR測定結果を RT2 ProfilerTM PCR Array Data Analysis
で計算し、結果をスキャッタープロット(Scatter plot)で表示した(図２)。ハウスキ
ーピング遺伝子 SNORD47を用いて補正し、倍率変化を計算し、コントロール群に対す
る変化を表示した。x 軸側がコントロール群、y 軸側が投与群とした。中央の y=x の
直線を挟んで、1.5 倍の変化を直線で示した。赤丸がコントロールに対して 1.5 倍以
上の発現上昇、緑丸が 1.5 倍以上の発現低下である。カスタムアレイに搭載された 88
個の miRNAのうち、発現上昇は 13 個、発現低下が 28 個であった(表１)。そのうち統
計学的検定(T 検定)により有意と判断されたものは miR-363 のみであった(図２矢印
→)。その他では let-7eが 1.68 倍の発現上昇で P値が 0.05と有意に近い発現上昇傾
向を示した。また miR-363と同一クラスター(同種)に属するもの(miR-106a, miR-18b, 
miR-20b, miR-19b-2, miR-92a)では miR-92a が 1.9 倍の発現低下を示したが、P 値が
0.25と有意ではなかった。更に前立腺癌などで報告のあるアンドロゲン反応性 miRNA 
(miR-21, miR-22, miR-101, miR-122, miR-125b, miR-146a, miR-146b, miR-221, 
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miR-222)の中では miR-125b が 1.43 倍の低下で P 値が 0.05 と有意に近い発現低下を
示した(表１)。 
 
5-Ⅲ：浸潤性乳管癌におけるアンドロゲン反応性 miRNA(miR-363)と AR の関連性検討 
検体は東北公済病院で手術を受けた女性患者 20 名のホルマリン固定後パラフィン
包埋した浸潤性乳管癌標本を用いた。結果、miR-363 の発現は ARの発現と統計学的に
有意な正の相関関係を示した(図３)。しかし、miR-363 と同一クラスター(同種)のそ
の他の miRNA (miR-106a, miR-18b, miR-20b, miR-19b-2, miR-92a) は相関関係を認
めなかった(同データは添付せず)。 
 
5-Ⅳ：miR-363の標的遺伝子の予測と選定 
TargetScan 5.2、microRNA.org、DIANA-microT v3.0 の標的遺伝子予測ツールの各
上位 100 遺伝子、累計 300 遺伝子には計 228 種類の遺伝子が含まれていた(図４)。2
つ以上のツールに共通するものは 56 遺伝子、3 つすべてに共通するものは 16 遺伝子
であった(図４右側別表)。この 16 遺伝子についてアメリカ国立医学図書館、国立生
物工学情報センター運営の学術文献検索サービス PubMed で「アンドロゲン
(androgen)」との関係性のある遺伝子を検索した結果 IQ motif and WD repeats 
1(IQWD1; Gene ID:55827)(別表 6 番目)、integrin, alpha V(ITGAV; Gene ID:3685)(別
表 7 番目)、mitogen-activated protein kinase kinase 4(MAP2K4; Gene ID:6416)(別
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表 9 番目)の 3つに絞り込まれた。更に「乳癌(breast cancer)」に関する情報を含ん
でいた報告は 3 つの中で IQWD1のみであった。以上より miR-363の標的遺伝子として
IQWD1の発現解析を行うこととした。 
 
5-Ⅴ：miR-363による標的遺伝子 IQWD1 mRNAの発現抑制 
MCF-7を 10%DCC-FBSをフェノール赤無添加の RPMI-1640に添加した培養液を用いて
6 ウ ェ ル プ レ ー ト で 10 nM と 20 nM の 濃 度 で miR-363 (has-miR-363; 
5’-CGGGUGGAUCACGAUGCAAUUU-3’;Genolution Pharmaceutical, Seoul, Korea)を細
胞内に導入し 72 時間培養した。これらから分離した RNA を用いて real-time PCR で
IQWD1 の mRNA 発現を解析した結果、コントロールに対して 10nM、20nM の miR-363 は
共に統計学的に有意に IQWD1 の発現を抑制していた(図５)。 
 
5-Ⅵ：乳癌培養細胞株 MCF-7 における DHT が IQWD1の発現に及ぼす影響 
DHT 投与 24 時間後では 100pM から 100nM の公比 10 の４段階全濃度でコントロール
群(DHT を投与しない群)と比較して IQWD1が有意に発現上昇していた(100pM：p<0.05、
1nM,10nM, 100nM：p<0.001)(図６)。しかし、72 時間後には 100pM、1nM 、10nM では
コントロール群に対して有意な上昇はみられなくなり、100nM のみが上昇傾向の持続
を示した。また 100nM は 100pM、1nM、10nMに対しても有意に上昇を示した(p<0.01)(図
７)。 
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5-Ⅶ：免疫組織化学 
AR 及び IQWD1 が陽性の場合、乳癌細胞の核に茶色く染色がみられる(図８)。AR は
ERや PR同様に LIが 10％以上を陽性、10％未満を陰性とすることが一般的であるが、
IQWD1の評価方法はまだ決まったものはない。そこで浸潤性乳管癌 98 例の IQWD1を評
価したところ、その LIは平均値が 43.2%(最低 0%、最高 97%)であったため、臨床病理
学的予後因子との関連性を検討するために、45％未満を低発現、45％以上を高発現と
定義した。 
 
5-Ⅷ：IQWD1発現状況と AR 発現状況及び腫瘍内 DHT濃度との関連性の検討 
LC-MS/MS にて検討された症例のうち、免疫組織学的検討が再度可能であった 22 例
で関連性をみた。ピアソンの相関係数の検定を用いた。過去に報告した 38 例での検
討では腫瘍内 DHT 濃度と AR の LI には相関性がみられなかったが 34)、今回の 22 例で
は有意な正の相関関係にあった(r=0.48, p<0.05(図にはなし))。IQWD1 LI は AR LI
と相関性がみられなかったが(p=0.28)(図９A)、腫瘍内 DHT 濃度と有意な相関性が認
められた(r=0.55, p<0.01)(図９B)。これを AR 陰性、陽性別に分けたところ、AR陰性
群(6 例)では相関性がなく(p=0.31)(図９C)、AR 陽性群(16 例)では有意な相関性が維
持された(r=0.53, p<0.05)(図９D)。 
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5-Ⅸ：浸潤性乳管癌における AR 及び IQWD1発現の臨床病理学的検討 
98 例の浸潤性乳管癌において、IQWD1 の免疫組織化学所見と ER、PR、AR、Ki-67、
HER2の免疫組織化学所見、組織学的異型度(Histological Grade(HG))及び年齢、月経
状況、リンパ節転移の有無、腫瘍径につき関連性をピアソンの相関係数の検定(表２
上段)とアンペアード T検定かウェルチの T検定(表２下段)で評価した。全 98例、AR
陽性 76例においていずれの因子とも有意な相関性や関連性は見出せなかった(表２)。
次いで IQWD1 を低発現(low)と高発現(high)に分け、AR 陰性(AR-)、陽性(AR+)と併せ
て AR 陰性 IQWD1低発現(AR-/IQWD1 low)、AR 陰性 IQWD1高発現(AR-/IQWD1 high)、AR
陽性 IQWD1 低発現(AR+/IQWD1 low)、AR 陽性 IQWD1 高発現(AR+/IQWD1 high)の 4 群の
サブグループとした。その結果、全生存率において AR陰性(AR-)群(22 例)では IQWD1
の発現状況は有意な差を示さなかったが(p=0.64, ログランク検定)(図１０B)、AR 陽
性(AR+)群(76 例)では IQWD1低発現(IQWD1 low)群(41 例)が高発現(IQWD1 high)群(35
例)と比べて有意に良い予後を示した(p<0.05, ログランク検定)(図１０C)。全症例中
においてもこの AR 陽性 IQWD1低発現群(AR+/IQWD1 low)はその他(others)と比較して
予後良好グループであることも確認された(p<0.05, ログランク検定)(図１０A)。こ
の結果から AR陽性 IQWD1 低発現(AR+/IQWD1 low)という新たなサブグループを規定す
る因子を加えて、全生存率における多変量解析を行った。ER、PR、HER2、Ki-67、リ
ンパ節転移が単変量解析において有意な結果を示した。多変量解析を行うにあたり ER
と PR は極めて相関性が高いことから、ハザード比が高い ER を用い、PR の代わりに年
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齢的な因子として閉経状況を検討項目とした。その結果、HER2 が最も強い予後因子で
あり、ついで AR 陽性 IQWD1 低発現(AR+/IQWD1 low)が有意な結果を得た(表３)。AR
陽性 IQWD1 低発現(AR+/IQWD1 low)という条件が他の予後因子と相関がないかを確認
したところ、前出の各因子との関連性は全く見出されなかった(表４)。 
 
6 考察 
本研究では新たな手法として乳癌におけるアンドロゲン反応性 miRNAとその標的と
なる遺伝子の発現解析により、アンドロゲンの作用機序の解明を試みた。AR陽性乳癌
培養細胞株 MCF-7 において DHT が最も細胞増殖に変化を与えた濃度 10nM では、唯一
有意な変化(コントロールに対して 8.15倍上昇、p 値 0.05未満(p=0.002))を示したの
は miR-363で(図２、表１)、これは X染色体(1 番染色体長腕 24.2(1q24.2))にコード
されており、同一クラスター(同種)には miR-106a, miR-18b, miR-20b, miR-19b-2, 
miR-92a がある 38)。miR-363 はヒトパピローマウイルス感染を伴う頭頸部扁平上皮癌
で発現が上昇していることが報告されている一方で 39)、胃癌や腎淡明細胞癌では逆に
発現が低下している事が報告されている 40,41)。また実験上では発癌物質により腫瘍化
させた気管支上皮細胞や 42)、乳癌培養細胞で増殖抑制的作用を示す Artificial 
Transcription Factor-126(ATF-126)と Mammary Serine Protease Infibitor(Maspin, 
SERPLNB5)を導入した場合に発現低下がみられ 43)、発癌性あるいは癌抑制性に関与す
るのか、未だ統一した見解は得られていない。またこれまでに miR-363 に関するアン
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ドロゲンや AR との関連性についての報告はない。前立腺癌で報告されているアンド
ロゲン反応性 miRNA のうち、本研究では miR-21, miR-122, miR-125b, miR-146a, 
miR-222 について検討することができたが、いずれも MCF-7 において DHT 添加による
有意な変化は認めなかった。しかし本研究では miR-125b が DHT 添加により前立腺癌
とは逆に発現低下傾向を示しており、乳癌における miRNAのアンドロゲン反応性は前
立腺癌とは異なる可能性が示唆される。 
このアンドロゲン反応性 miRNA(miR-363)の標的遺伝子の中で「アンドロゲン」及び
「乳癌」と関係性が高いと考えた IQWD1 は、DCAF6、NRIP、ARCAP とも呼ばれ、2005
年 Tsai TC らによって同定された AR 活性化補助因子(コアクチベーター)の 1 つであ
る。その蛋白 NRIP(Nuclear receptor interaction protein)は 860個のアミノ酸より
成り、真核生物の蛋白質間相互作用に必要な構造ドメインである WD40 ドメインを 7
個含んでいる 44)。IQWD1 は MCF-7 を含む種々の癌細胞で発現が確認されており 45)、ま
たプロモーター領域に AREを持つことより自身もアンドロゲンにより転写活性化を受
ける 46)。AR 陽性の前立腺癌培養細胞株 LNCaP では DHT を 1nM、10nM の濃度で添加し
24 時間培養すると、それぞれ 2.01 倍、3.12 倍と濃度依存的に IQWD1 mRNA の発現が
上昇することが報告されている 46)。更に LNCaP に加えて子宮頸癌培養細胞株 C33A で
も miRNA により IQWD1 を制御することで細胞増殖抑制効果がみられ、IQWD1 が癌の増
殖に重要な役目を果たしている事が確認されている 44)。 
このようなアンドロゲン反応性 miRNAが、同じくアンドロゲンにより発現調整を受
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ける AR コファクターを制御している事を報告したものはまだない。miR-363 は DHT
が存在しない条件下で IQWD1 mRNA の発現を有意に低下させ(図５)、Tsai らが報告し
た LNCaP において IQWD1 の発現を制御する siRNA(RNAi-3)と同等の効果を有すると考
えられる 44)。Tsai らの報告では、DHT が存在しない条件下で LNCaP に RNAi-3 のみを
作用させると IQWD1 が顕著に抑制され、DHT を併用するとその抑制作用が阻害され発
現が回復することから、本研究で得られた MCF-7 の DHT 100pM から 10nM までを 72 時
間添加した結果は、miR-363 を主とする抑制作用と IQWD1 が受ける発現上昇が均衡し
ている状態にあると考えられる(図７)。そうすると DHT100nM で IQWD1 の発現上昇が
持続した理由は IQWD1の受ける発現上昇が miR-363を主とする抑制作用を上回ったこ
とを意味する。LNCaP において同じアンドロゲン反応性 miRNA の miR-101 は、一律に
DHT の濃度依存的な発現上昇を示さないことが報告されているが 33)、MCF-7 において
も miRNA と AR コファクターにはアンドロゲン反応性の傾向に差があるのではないか
と推測され、このような濃度により異なる現象が起こったと考える。 
アンドロゲンが濃度によって細胞増殖に異なる影響を及ぼすことが、アンドロゲン
依存性悪性腫瘍の代表である前立腺癌で古くより「2 相性用量反応」と呼ばれる現象
として知られている 47)。アンドロゲンが前立腺癌培養細胞株において、ある濃度まで
は投与するアンドロゲン濃度が高くなるにつれて増殖促進効果を示すが、その濃度を
越えると一変して増殖促進効果が消えていく現象である 48-50)。この現象が起こる機序
についてはこれまで分かっていなかったが、近年 IQWD1 と同じ AR コアクチベーター
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の 1 つであるドーパ脱炭酸酵素(dopa decarboxylase(DDC))が関与しているという報
告がなされた 51)。この AR 補助因子(コファクター)の役目とは、AR の転写を亢進(コ
アクチベーター)または抑制(コリプレッサー)させたりするばかりでなく、DHTなどの
リガンドと呼ばれる AR に結合する物質の特異性を変化させ、前立腺癌では癌の進行
や再燃など病態に大きく影響を及ぼしうることで最近注目されている。本研究でも
DHT による MCF-7 細胞増殖試験の結果で、添加する DHTが 10nM までは濃度の上昇につ
れて統計学的に有意な細胞増殖抑制効果を示したが、更に高い 100nM ではその効果が
全くみられなくなるという「2 相性用量反応」がみられた(図１)。有意な増殖抑制が
みられた DHT 1nM と 10nM においては、コントロールに対して IQWD1 の有意な発現低
下はみられなかったため、DHT 100nM で IQWD1 の有意な上昇が維持されたことは何ら
かの増殖抑制を阻害する作用に関与しているのではないかと考えられる。 
以上から IQWD1は AR陽性乳癌におけるアンドロゲン関連性予後不良因子と仮定し、
本研究ではさらに、乳癌で最も多い組織型である浸潤性乳管癌における IQWD1と予後
の関係を臨床病理学的に検討した。AR陽性浸潤性乳管癌及び浸潤性乳管癌全体におい
て AR陽性かつ IQWD1低発現であるグループ(群)が有意に予後良好であった(図１０)。
またこの結果は多変量解析においても支持され(表３)、その他の予後因子との相関性
や関連性もみられない独立した結果が得られた(表４)。これまでに AR 陽性乳癌にお
ける予後規定因子は明かとなっておらず、AR 陽性乳癌においても前立腺癌と同様に
AR コファクターが病態において重要であり、新たなサブグループの存在を明らかにす
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ることができた。今後様々な AR 陽性乳癌においてもこの手法を用いた分析をすすめ
ることで、予後不良因子となる AR コファクターを標的とした miRNA を用いた治療が
可能となるものと期待される。 
 
7 結論 
本研究では代表的な ER 陽性 AR 陽性乳癌細胞株(MCF-7)を用いて、乳癌におけるア
ンドロゲン反応性 miRNAとその標的遺伝子の解析を初めて行った。前立腺癌同様にア
ンドロゲンの「2 相性用量反応」がみられ、乳癌でも AR コファクターが関与している
可能性が高いと考えられた。また新たにその制御因子としてアンドロゲン反応性
miRNAである miR-363が関係していることを示唆する結果を得た。AR 陽性乳癌におい
て AR コファクターが予後規定因子となるばかりではなく、これをターゲットとする
miRNAを用いた治療法の可能性を期待できる結果であった。 
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9 図  
図１ ジヒドロテストステロン(DHT: dihydrotestosterone)投与による乳癌培養細胞
株 MCF-7 の細胞増殖試験。 
MCF-7に DHTを添加し、72時間後の細胞増殖の変化を示した。x軸には投与した DHT
濃度、y 軸には WST-8 法にて測定した吸光度を表示した。各群はそれぞれ 12 ウェル
の平均値±標準偏差を示している。コントロール群には溶媒のみを添加した。分散分
析を行い、多重比較として Newman-keuls testを用いて検定し、P 値が 0.05未満を有
意な変化と判断した。DHT 1nM と 10nMでコントロール群に対して有意に増殖が抑制さ
れた。***:p<0.001 
 
図２ RT2 Human Cancer miRNA PCR array を用いたアンドロゲン反応性マイクロ RNA
の同定。 
MCF-7に DHTを添加し、24 時間後の miRNA発現プロファイルの変化を示した。解析
にはカスタムアレイ RT2 miRNA PCR array, Cancer を用いた。x 軸はコントロール群
（溶媒添加）、y 軸は DHT（10nM）添加群で、3 回の実験で得られたデータの平均値を
プロットした。中央の y=x の直線を挟んで、1.5 倍の変化を直線で示した。コントロ
ール群に対して 1.5倍以上の発現上昇した miRNA を赤丸(○)、低下した miRNAを緑丸
(○)で示した。1.5 倍以上変化し、かつＴ検定で統計学的有意差が認められた変動は
miR-363(→)のみであった。  
36 
 
図３ miR-363とアンドロゲン受容体(AR)の発現状況。 
浸潤性乳管癌の手術標本を用い、miR-363 の発現と AR の発現との関係を検討した。
miR-363の発現量を y軸に示した［SNORD47（ハウスキーピング遺伝子）の発現値を 1
とし、倍率変化で表示］。AR の発現は免疫組織化学によりラベリング・インデックス
[LI（%）]で評価した(x軸)。ピアソンの相関検定を用いて検定し、miR-363 の発現と
AR の間に有意な正の相関（p＜0.01）が認められた。相関係数：r=0.59。 
 
図４ miR-363の標的遺伝子の選定。 
miR-363 の標的遺伝子の候補について、 TargetScan 5.2、 microRNA.org、
DIANA-microT v3.0 の各予測ツールにおける miR-363 の標的遺伝子の上位 100 遺伝子
の関係をベン図で示した。合計 228種類の遺伝子のうち、各ツールの共通部分(3つの
輪の中心)には 16 個の遺伝子が含まれた。この 16 遺伝子のシンボル、遺伝子番号リ
ストを右表に示した。この 16 遺伝子に対し、「アンドロゲン(androgen)」と「乳癌
(breast cancer)」を検索語として学術文献検索サービス PubMedを用いて解析した結
果、IQ motif and WD repeats 1(IQWD1)(表 6 番目)のみが上記の検索語を満たした。 
 
図５  miR-363による IQ motif and WD repeats 1(IQWD1)の発現抑制。 
MCF-7 における miR-363 導入による IQWD1 の発現抑制の結果を示した。x 軸は導入
した miR-363の濃度、y軸はコントロール群の IQWD1に対する割合(%)を表示した。コ
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ントロールにはスクランブル RNA（20nM）を導入した。各グラフは平均値±標準偏差
を示している。結果は分散分析を行い、多重比較を Newman-keuls test で検定した。
導入した 10nMと 20nM では、いずれもコントロールに対して有意な発現抑制が確認さ
れた。P値は 0.05未満を有意と判断した。*:p<0.05、**:p<0.01 
 
図６ ジヒドロテストステロン(DHT: dihydrotestosterone)投与後 24 時間における
IQ motif and WD repeats 1(IQWD1)発現状況。 
MCF-7 における DHT 添加（24 時間）による IQWD1 の発現変化を示した。x 軸には投
与した DHT濃度、y軸にはコントロール群の IQWD1に対する割合(%)を表示した。各グ
ラフは平均値±標準偏差を示している。結果は分散分析を行い、多重比較を
Newman-keuls test で検定した。コントロール群(溶媒添加)と 100pM から 100nM まで
10 倍ずつの濃度差を用いて検討した。コントロール群に対して DHT投与群は全ての濃
度で IQWD1が有意に発現上昇していた。P値は 0.05未満を有意と判断した。*:p<0.05、
***:p<0.001 
 
図７ ジヒドロテストステロン(DHT: dihydrotestosterone)投与後 72 時間における
IQ motif and WD repeats 1(IQWD1)発現状況。 
MCF-7 における DHT 添加（72 時間）による IQWD1 の発現変化を示した。x 軸には投
与した DHT濃度、y軸にはコントロール群の IQWD1に対する割合(%)を表示した。各グ
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ラフは平均値±標準偏差を示している。結果は分散分析を行い、多重比較を
Newman-keuls test で検定した。コントロール群(溶媒添加)と 100pM から 100nM まで
10 倍ずつの濃度差を用いて検討した。DHT100nM 投与群はその他全ての群に対して
IQWD1が有意に発現上昇していた。P値は 0.05未満を有意と判断した。**:p<0.01 
 
図８ 浸潤性乳管癌におけるアンドロゲン受容体(AR)と IQ motif and WD repeats 
1(IQWD1)の免疫組織化学所見。 
AR 及び IQWD1 はそれぞれ癌細胞の核に発現が認められた（茶色）。Aが AR、B が IQWD1
の染色所見であり、いずれも高率に陽性である。画像 A,Bは共に顕微鏡の倍率 400 倍
で観察したものである。 
 
図９ 浸潤性乳管癌における IQ motif and WD repeats 1(IQWD1)発現状況とアンドロ
ゲン受容体(AR)、腫瘍内ジヒドロテストステロン(DHT: dihydrotestosterone)濃度の
関連性の検討。 
浸潤性乳管癌 22症例における IQWD1の発現と ARの発現および腫瘍内 DHT濃度との
関連性を示した。x 軸に IQWD1のラベリング・インデックス[LI（％）]、y軸に AR の
LI（％）または DHT 濃度(pg/g)を表示した。データの相関性はそれぞれピアソンの相
関検定を用いて検定した。P 値は 0.05 未満を有意と判断した。NS は有意差なしであ
る(not significant)。rは相関係数である。 
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A,B:22 例全体での検討。IQWD1と DHT濃度には有意な相関関係が認められた(r=0.55, 
p<0.01)。 
C,D：IQWD1と DHT濃度を AR陰性(6例)(C)、陽性(16例)(D)に分けた検討。AR 陽性で
は有意な相関関係が保たれているが(r=0.53, p<0.05)、陰性では相関関係が認められ
なかった。 
 
図 10 浸潤性乳管癌におけるアンドロゲン受容体(AR)と IQ motif and WD repeats 
1(IQWD1)の発現状況別全生存率解析。 
浸潤性乳管癌 98症例における ARと IQWD1の発現状況別全生存率の解析結果を示し
た。ARはラベリング・インデックス[LI]が 10％以上を陽性(AR+)、10％未満を陰性(AR-)
とし、IQWD1 は LIが 45％以上を高発現(high)、45％未満を低発現(low)とした。生存
曲線はカプランマイヤーの生存曲線を用いて、ログランクテストで有意差の検定(P
値)を行った。x軸が手術後経過月数、y軸が生存者の割合(%)で表示している。P値は
0.05未満を有意と判断した。nは症例数である。 
A： AR 陽性 IQWD1 低発現(AR+/IQWD1 low)群 41 症例とその他(others)57 症例の比較
では、前者が有意に予後良好であった。 
B: AR陰性群 22症例中の IQWD1低発現 11症例と高発現 11症例の比較では有意差は認
めなかった。 
C: AR陽性群 76 症例中の IQWD1 低発現 41症例と高発現 35症例の比較では IQWD1低発
40 
 
現で有意に予後良好であった。 
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10 表 
表１ ジヒドロテストステロン(DHT: dihydrotestosterone)反応性マイクロ RNA発現
解析。 
解析は PCR のデータを RT2 ProfilerTM PCR Array Data Analysis を用いて行った。
T 検定の結果、P値が 0.05未満を有意とした(有意な p値をイタリック体で表示)。1.5
倍以上の発現上昇が 13 個、1.5 倍以上の発現低下が 28 個あった。これらの中で、有
意なものは miR-363の発現上昇のみであった(p 値 0.002)。miR-363と同一クラスター
(同種)であるものや前立腺癌などで報告されているアンドロゲン反応性 miRNAの中で
は、miR-125b が 1.43倍の低下で P値が 0.05と有意に近い発現低下を示した。  
 
表２ 浸潤性乳管癌 98例における臨床病理学的因子と IQWD1の関連性。 
上段ではピアソンの相関係数の検定で IQWD1と年齢、エストロゲン受容体(ER)、プ
ロゲステロン受容体(PR)、アンドロゲン受容体(AR)、Ki-67 との相関性を検討した。
下段ではアンペアード T検定またはウェルチの T検定で、前述の項目に月経状況、HER2、
リンパ節転移、組織学的異型度、腫瘍径を加えて、すべて 2群に分けて IQWD1の発現
状況を比較した。P値は 0.05未満を有意としたが、すべてに有意な関連性は見出せな
かった。†:リンパ節転移と腫瘍径は各 96 例 
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表３ 浸潤性乳管癌 98例の予後因子解析。 
全生存率において単変量解析、多変量解析を行った。P値が 0.05未満を有意とした。
計 11 項目を単変量解析で分析し、結果はエストロゲン受容体(ER)、プロゲステロン
受容体(PR)、HER2、Ki-67、リンパ節転移、AR／IQWD1発現の計 6因子が有意な予後因
子であった。ERと相関が強い PRを除き、月経状況を加えた 6因子で多変量解析(コッ
クス比例ハザードモデル)を行い、AR 陽性かつ IQWD1 低発現は有意な予後良好群であ
った。†:リンパ節転移と腫瘍径は各 96例、*:p<0.05、**:p<0.01、***:p<0.001 
 
表４ アンドロゲン受容体(AR)陽性かつ IQ motif and WD repeats 1(IQWD1)低発現群
(41 例)とその他(57例)との臨床病理学的因子の比較。 
上段はアンペアード T検定またはウェルチの T検定、下段はカイ 2乗検定を用いて、
2 群間における予後因子の差を検討した。P 値が 0.05 未満を有意とした。これまでに
報告されている予後因子はすべて有意な差がみられなかった。†:リンパ節転移と腫
瘍径は各 96 例 
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図２ 
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図３ 
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図４ 
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図５ 
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図６ 
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図７ 
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図８ 
 
 
A,B 共に顕微鏡の倍率は 400倍 
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図９ 
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図１０ 
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表１ 
マイクロRNA 倍率変化 p 値 マイクロRNA 倍率変化 p 値 マイクロRNA 倍率変化 p 値
miR-27a 8.7 0.63 miR-127-5p -9.43 0.37 miR-106a ― ―
miR-363 8.15 0.002 miR-134 -6.7 0.38 miR-18b -1.83 0.39
miR-335 7.09 0.15 miR-124 -3.6 0.38 miR-20b 1.14 0.96
miR-25 4.59 0.38 miR-138 -2.82 0.38 miR-19b-2 ― ―
miR-191 3.23 0.25 miR-143 -2.51 0.35 miR-92a -1.92 0.25
let-7d 2.86 0.11 miR-135b -2.42 0.35
let-7a 2.83 0.1 miR-142-5p -2.15 0.34
miR-149 2.69 0.39 miR-30c -2.09 0.35
miR-144 2.34 0.15 miR-150 -1.98 0.4 マイクロRNA 倍率変化 p 値
miR-155 1.93 0.4 miR-10b -1.97 0.35 miR-21 -1.13 0.54
let-7e 1.68 0.05 miR-92a -1.92 0.25 miR-22 ― ―
miR-100 1.63 0.34 miR-199a-3p -1.91 0.32 miR-101 ― ―
let-7c 1.55 0.08 miR-132 -1.9 0,34 miR-122 -1.36 0.46
miR-210 -1.86 0.37 miR-125b -1.43 0.05
miR-18b -1.83 0.39 miR-146a -1.69 0.44
miR-218 -1.82 0.1 miR-146b ― ―
miR-181a -1.77 0.38 miR-221 ― ―
miR-16 -1.76 0.32 miR-222 -1.28 0.44
miR-140-5p -1.75 0.21
miR-181d -1.72 0.36
miR-146a -1.69 0.44
let-7i -1.67 0.39
miR-148a -1.67 0.4
miR-34c-5p -1.6 0.42
miR-27b -1.55 0.28
miR-183 -1.52 0.35
miR-214 -1.52 0.46
miR-1 -1.51 0.56
発現上昇(13個) 発現低下(28個) miR-106a-363 クラスター
アンドロゲン反応性マイクロRNA
(前立腺癌、マウス肝細胞)
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表２ 
全98例 AR陽性　76例
評価項目 症例数 IQWD1との相関 p 値 症例数 IQWD1との相関 p 値
年齢(歳) 98 0.57 76 0.92
ER (LI) 98 0.9 76 0.55
PR (LI) 98 0.35 76 0.22
AR (LI) 98 0.2 76 0.17
Ki-67 (LI) 98 0.73 76 0.71
評価項目 症例数 IQWD1 LI 平均(最低-最高) p 値 症例数 IQWD1 LI 平均(最低-最高) p 値
月経状況
閉経前 31 49.6(0-88) 21 47.9(0-88)
閉経後 67 40.2(0-97) 0.13 55 41.7(0-97) 0.4
ER 
陰性 27 47.0(1-97) 18 42.1(3-97)
陽性 71 41.8(0-88) 0.41 58 43.8(0-88) 0.82
PR 
陰性 40 44.0(0-97) 30 42.7(0-97)
陽性 58 42.7(0-88) 0.81 46 43.9(0-88) 0.86
HER2
陽性 16 45.1(0-94) 14 44.1(0-94)
陰性 82 42.9(0-97) 0.78 62 43.3(0-97) 0.91
Ki-67 (LI)
14以上 53 44.0(0-97) 42 43.1(0-97)
14未満 45 42.3(0-88) 0.78 34 43.9(2-88) 0.9
リンパ節転移†
陽性 35 42.5(1-94) 27 39.8(3-94)
陰性 61 43.0(0-97) 0.93 48 45.0(0-97) 0.46
組織学的異型度
グレード3 28 48.6(0-97) 18 45.1(0-97)
グレード1及び2 70 41.1(0-88) 0.24 58 42.9(0-88) 0.78
腫瘍径†
＞20mm 59 42.8(0-97) 46 43.6(0-97)
≦20mm 37 42.9(0-88) 0.99 28 43.6(0-88) 1
AR
陰性 22 42.5(0-88)
陽性 76 43.4(0-97) 0.89
IQWD1との相関性(ピアソンの相関係数の検定)
各項目別IQWD1発現比較(T検定)
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表３ 
単変量解析 多変量解析
評価項目 状況 ハザード比(95%信頼区間) ハザード比(95%信頼区間)
月経状況    閉経前 vs. 閉経後 1.8(0.5-8.2) 7.7(0.9-60.6)
ER  陰性 vs. 陽性   6.0(2.0-41.6)** 1.6(0.4-7.2)
PR  陰性 vs. 陽性   5.5(1.3-19.6)*
HER2   陽性 vs. 陰性  11.5(9.9-394.2)*** 25.1(2.9-219.5)**
Ki-67    LI14以上 vs. LI14未満  7.0(1.1-15.5)* 5.8(0.6-54.4)
リンパ節転移†   陽性 vs. 陰性  5.2(1.3-22.5)* 1.3(0.3-5.5)
組織学的異型度     グレード3  vs. グレード1,2 3.3(0.9-17.4)
腫瘍径†   ＞20mm vs. ≦20mm 4.3(0.7-12.5)
AR  陰性 vs. 陽性 1.8(0.4-9.5)
IQWD1    高発現(LI45以上) vs. 低発現(LI45未満) 2.5(0.7-9.1)
AR/IQWD1ｻﾌﾞｸﾞﾙｰﾌﾟ              その他 vs. AR陽性/IQWD1低発現  6.2(1.0-14.2)* 17.2(1.6-191.4)*
臨床病理学的因子
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表４ 
AR陽性かつIQWD1低発現 (41例) その他 (57例) p 値
評価項目 平均値 平均値
年齢(歳) 59.3 56.2 0.23
ER (LI) 54.4 45.1 0.22
PR (LI) 27.5 29.7 0.72
Ki-67 (LI) 20.1 21.6 0.7
評価項目 症例数 症例数
月経状況
閉経前 9 22
閉経後 32 35 0.08
ER 
陰性 10 17
陽性 31 40 0.55
PR 
陰性 15 25
陽性 26 32 0.47
HER2
陽性 7 9
陰性 34 48 0.87
Ki-67 (LI)
14以上 24 29
14未満 17 28 0.45
リンパ節転移†
陽性 17 18
陰性 24 37 0.38
組織学的異型度
グレード3 9 19
グレード1及び2 32 38 0.22
腫瘍径†
＞20mm 26 33
≦20mm 15 22 0.73
T検定
カイ2乗検定
 
